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序章 
 
キンギョヘルペスウイルス造血器壊死症（HVHN）は1990年頃から愛知県などの西日
本のキンギョ Carassius auratus の養殖場で発生した致死率が高い魚病であり、その病原
体は Cyptinid herpesvirus 2 (CyHV-2) = Goldfish Hematopoietic Necrosis Virus (GFHNV)であ
ると特定された(Jung & Miyazaki 1995)。日本以外にもアメリカ、台湾、オーストラリア、
ニュージーランド、イギリス、イタリアなど(Groff et al. 1998, Chang et al. 1999, Stephens 
et al. 2004, Goodwin et al. 2006, Hine et al. 2006, Jeffery et al. 2007, Fichi et al. 2013)世界中で
感染が確認され、中国とチェコでは CyHV-2感染によるキンギョの祖先と考えられるギ
ベリオブナCarassius gibelioの大量死亡が報告されている(Daněk et al. 2012, Luo et al. 2013, 
Wu et al. 2013, Xu et al. 2013)。本病は飼育水温を上昇させる昇温治療が有効で、その耐
過魚は免疫獲得することが知られている(Tanaka 2005)。しかし、その耐過や免疫獲得の
機構は不明である。そこで、免疫の関与を予測し、免疫学的実験による解析を考えた。
また、ワクチンの報告があるが、その防御効果は完全ではなく(Ito & Ototake 2013)、さ
らに効果的なワクチンの開発のためにも CyHV-2感染における抗ウイルス機構の解明は
重要である。そこで、魚類における細胞性免疫についての研究が進んでいて、キンギ
ョと近縁かつクローナルな繁殖をするギンブナ Carassius auratus langsdorfii を用いるこ
とで、より詳細な解析が可能になると考えた。ギンブナは CyHV-2に対して感受性があ
ることが確認されている(Nanjo et al. 2016)。よって本研究ではキンギョとギンブナを利
用し、液性免疫と細胞性免疫それぞれに着目し、CyHV-2に対する獲得免疫を詳細に明
らかにすることを目的とする。 
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第一章  
ギンブナ好中球を免疫抗原としたマウスモノクローナル抗体の作製 
 
 クローンギンブナは既に免疫学的実験の研究モデルとして使用されており (Nakanishi 
et al. 2011)、ギンブナリンパ球の細胞膜表面抗原（CD4, CD8, IgM）に対するモノクロー
ナル抗体も作製されている(Toda et al. 2011)。これらのリンパ球は主に獲得免疫を制御す
るとされている。そこで、単球やマクロファージ、好中球といった自然免疫担当細胞
を得ようとモノクローナル抗体を作製した。 
 
第一節 方法 
 
免疫抗原となるギンブナ好中球の分離 
ギンブナ白血球は比重遠心により好中球群と単球・リンパ球群に分けられることが
知られている(Somamoto et al. 2002, 2013)。本試験ではこれを利用してギンブナの頭腎と
体腎より好中球を分離することを試みた。50 mlチューブの上に目合い150 µmのステン
レスメッシュをのせた。1度のサンプリングで1-4尾のギンブナ（平均体重= 33.8 g, 平均
体長= 10.4 cm）から頭腎と体腎を摘出し、メッシュにのせ、10 -20 mlの RPMI-5*を滴下
しながら薬さじで臓器を潰し、腎臓細胞を浮遊させた。細胞浮遊液を1600 rpm 5 min 4ºC
で遠心を行った。遠心後は上清を捨て、10 ml の RPMI を加えて同条件で遠心洗浄を行
った。再び上清を除去し、滅菌 DW を1 ml 加えて赤血球を溶血し、10秒後に10 ml の
RPMI-5を加え、同条件で遠心洗浄を行った。遠心後は上清を捨て10 ml の RPMI-5を加
えて遠心洗浄を行った。最後の遠心洗浄後、腎臓白血球を10 ml の RPMI に浮遊し、比
重遠心に使用するサンプルとした。Percoll（GEヘルスケア）を用いて1.090 g/mlと1.080 
g/ml の比重液を作成しておき、これらを下から1.090 g/ml 、1.080 g/ml となるように50 
mlチューブに5 mlずつ重層した。重層した Percollの上に、10 mlの細胞浮遊液を静かに
重ね、1600 rpm 20 min 4ºC で遠心を行った。遠心後、パスツールピペットで1.090 g/ml
と1.080 g/ml間にある断片を摘出し、13 mlの RPMIに浮遊した。その後、前述の条件で
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遠心洗浄を3回行った。一部塗抹標本を作製し、ペルオキシターゼ染色（武藤DAB染色
キット）とギムザ染色を行った。また、血球算定盤を用いて細胞数のカウントを行い、
約5～10×106ずつの細胞ペレットにしてマウスへの免疫抗原として使用直前まで-80ºC で
保存した。 
*1 RPMI-5：RPMI-1640(Sigma)にウシ胎児血清5%、ペニシリン＆ストレプトマイシン
(Sigma)を添加したもの。 
 
24 穴スクリーニングプレートの作製 
 4尾のギンブナの頭腎、体腎から前述のようにステンレスメッシュを用いて腎臓細胞
浮遊液を作成し、遠心洗浄を3回行い、RPIM-5を用いて1×106 cells / ml の細胞濃度に調
整した。この細胞浮遊液をテフロン加工の施してある24穴スライドグラス（松浪）に
20µl / 穴で播き込み、25ºCで1.5 hインキュベートを行い、細胞をスライドグラスに接着
させた。培養した24穴スライドグラスを phosphate buffered saline (PBS)に2回漬けこみ洗
浄し、非接着性の細胞を除去した。スライドグラスはドライヤーの冷風をあて、十分
に乾燥させた後、95%エタノールで5分間固定を行い、使用まで-80 ºCで保存し、一部は
ギムザ染色を行った。 
 
マウスへの免疫とハイブリドーマの作製 
 免疫には8週齢の Balb/c マウス雌（日本クレア）を2尾使用した。免疫抗原として、 
-80ºC で保存したギンブナ好中球1.5×107 cells 分を 0.5 ml の PBS に浮遊させ、等量の
Complete oil adjuvants (Sigma)とエマルジョン化するまで練り上げた。この免疫抗原を2
尾のマウスの腹腔内に0.3 ml ずつ注入した。2回目以降の免疫には Incomplete oil 
adjuvant(Sigma)を用いて、同様に免疫抗原を準備した。2回目の免疫は初回免疫から3週
間後に腹腔内注射で行った。3・4回目の免疫は2週間のインターバルで尾部血管から0.2 
ml 注射した。最終免疫から3日後に1尾のマウスを解剖して心採血を行い、血清を分取
し、ポリクローナル抗体としてスクリーニングに使用するまで4ºC で保存した。心採血
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後速やかに脾臓を摘出した。脾臓を37ºC に温めた10 ml の DMEM(タルべコ)で3回洗浄
した後、脾臓を10 mlのDMEMが入ったシャーレに入れ、注射器で脾臓に5 mlのDMEM
を注入し、脾臓細胞を浮遊させた。その後ステンレスメッシュで細胞浮遊液を濾し、
DMEMで40 mlにメスアップしてから1600 rpm 10 min 室温で遠心をした。遠心後上清を
捨て、20 ml にメスアップし細胞数をカウントした。脾臓細胞：ミエローマ（X63 -Ag8 
-653 ）＝1×108 cells：1-2×107 cellsとなるように脾臓細胞とミエローマ浮遊液を混合し
た。混合液を1200 rpm で3 min遠心後、上清を除去しタッピングによりペレットを崩し
てから37ºC 温水上で2分間インキュベートした。優しく振盪させながら崩した細胞ペレ
ットに、37ºCの polyethylene glycol 1500 (Roche) 1 mlを1分かけて滴下した。さらに37º
C温水上で1分間振盪した後、チューブを振盪させながら4.5 mlのDMEMを3分かけて滴
下した。その後、同様にチューブを振盪させながら4.5 mlの DMEMを2分かけて滴下し
た。その後1500 rpm 3 minで遠心をして上清を取り除いた後、3 mlの HAT 培地*を添加
し、そのうち0.5 mlを20 mlに浮遊し、96 well plate 2枚に100 µl/wellで播種した。残っ
た2.5 mlの融合細胞は2つに分け、セルバンカー中に浮遊して-80ºCで凍結保存した。プ
レートは37ºC 5% CO2インキュベーターで培養した。プレートは毎日顕微鏡下で観察を
行い、それぞれの well 中のコロニー数を記録した。また、コロニーが10個ほどの細胞
で形成されるようになってから、3-4日ごとに HAT 培地を50 µlずつ添加し、コロニーを
成長させた。 
*Hybridoma-SFM 培地(Gibco)に10% FBS, 5% briclone, ヒポキサンチン, アミノプテリン, 
チミジン (HAT)を添加したもの。 
 
1次スクリーニング 
 腎臓白血球を接着させた24穴スクリーニングプレートを用いた蛍光抗体染色により
スクリーニングを行った。HAT 培地での培養により、増殖が認められた16 well の培養
上清を24穴スクリーニングプレートの上に20 µl / 穴で載せ、4 ºCで一晩培養した。培養
後、氷上で冷やした PBS でスクリーニングプレートを3回洗浄し、PBS で500倍希釈し
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た goat anti-mouse Ig(H+L) FITC conjugated antibody(Southern Biotech) を載せ37ºCで30分培
養した。同様に PBSで洗浄し、PBSで1000倍希釈した Hoechst 33342(life technologies)を
スライドにのせ、25ºC で15分培養した。同様に PBS で洗浄し30%グリセリン添加 PBS
で封入し、B 励起および UV 励起の落射型蛍光顕微鏡で観察を行った。ここで陽性にな
った wellのハイブリドーマを24 wellプレートに植え継ぎ、HAT 培地から HT 培地*に切
り替えて培養を行い、スケールアップ後の培養液で24穴スクリーニングプレートを染
色し、その反応性を確認した。 
*HT 培地：Hybridoma-SFM 培地にヒポキサンチン、チミジン(HT)を添加したもの。 
 
クローニング 
 24 well プレートにスケールアップする直前は、1F11に1つ、2C8に4つ、2D10に2つ
のコロニーが形成されていた。よって確実に目的抗体を産生するハイブリドーマを得
るために、それぞれのコロニーについて96 well プレートを用いた限界希釈法によって
クローニングを行った。24 well プレートで培養したハイブリドーマをディスパーズし、
9 cells / 100 µl 、3 cells / 100 µl 、1 cells / 100 µl、1/3 cells  / 100 µl、1/9 cells / 100 µl
となるように細胞浮遊液をHT培地で希釈した。これらの浮遊液を各希釈段階につき32 
well に100 µl ずつ添加し、CO2インキュベーター内で3-4日培養した。培養後、コロニ
ーが1つだけ成長している well を選択し、1次スクリーニングと同じ方法で白血球との
反応性を確認し、陽性となった wellの細胞を24 wellプレートに継代培養した。24 well
プレートで5日間ほど培養後、1次スクリーニングと同様に白血球との反応性の確認を
行った。 
 
2次スクリーニング 
クローニング後の培養上清を用いて臓器薄切凍結切片の抗体染色によりスクリーニ
ングを行った。ギンブナ健康魚および CyHV-2感染魚の頭腎、体腎、脾臓を OCT 
compound で包埋し、それを液体窒素中で凍結させ、切片を作成するまで-80ºC で保存し
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た。この凍結ブロックをミクロトームにより厚さ5 µm の切片にして、ドライヤーの冷
風で1時間乾燥させた後、アセトンで5分間固定を行った。この切片は使用まで4ºC で保
存した。この凍結切片を対照となるハイブリドーマ上清で染色し、目的の抗体を産生
するハイブリドーマを選択しようと試みた。1% Bovine Serum albumin (BSA)を添加した
PBS を凍結切片の上に載せ、4ºC で一晩培養し、ブロッキングを行った。翌日、切片上
にのったブロッキング液を捨て、スクリーニングの対照となるハイブリドーマの培養
上清を切片に載せ、1時間37ºC で培養した。以降、前述の通りに氷冷した PBSで洗浄し、
FITC 標識抗体、Hoechst で染色を行った。また、長期間観察を行うため、Prolong gold 
(life technologies)を用いて封入し、遮光して一晩以上室温で静置し Prolong gold を固形化
させてから、蛍光顕微鏡で観察を行った。 
 
フローサイトメトリーによる解析 
 ギンブナの腎臓白血球を分離し、白血球を2C8、2D10、1F11と4ºC で1時間反応させ、
HANKS バッファーを用いて3回の遠心洗浄(1600 rpm 4ºC 5分)を行った後、anti-mouse 
IgG Alexa 488標識 donkey抗体(life technologies)を30分反応させた。反応後3回の遠心洗浄
を行い、Propidium Iodide 1 µg/mlを添加した HANKS(ニッスイ)で浮遊して死細胞を染色
し、フローサイトメーター(BECKMAN COULTER CytoFLEX)を用いて Alexa 488抗体に
よる蛍光シグナルを解析した。 
 
サブクラスの特定 
 マウスサブクラス特定キット Rapid Mouse Isotyping Kit- Gold series (RayBiotech, Inc.)を
用いて培養したモノクローナル抗体の抗体サブクラスを特定した。 
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第二節 結果 
 
免疫抗原となるギンブナ好中球の分離 
 サンプリングは全5回行った。1、2回目は1尾から、3～5回目は4尾から細胞を回収し
た。しかし、3～5回目についてはロスが多く、尾数の増加による回収細胞の増加は見
込めなかった。5回目を除き、1回のサンプリングにつき1×107 cells以上の細胞を回収
した（Table 1-1）。また、作製した塗抹標本のギムザ染色およびペルオキシターゼ染色
の結果より、約80%の細胞の細胞質が茶褐色に染まるペルオキシターゼ陽性の好中球で
あることが確認できた。 
 
24 穴スクリーニングプレートの作製 
 一般的に好中球・単球はガラス接着性があり、リンパ球・赤血球はガラス接着性が
ないとされるが、ギムザ染色の結果、赤血球やリンパ球が24well のプレート上に残って
いることが確認できた。よって比較的大型の好中球や単球、赤血球、リンパ球が付着
したプレートをスクリーニングプレートとして使用した。 
 
マウスへの免疫とハイブリドーマの作製 
 分離したマウス脾臓細胞は1.4×108 cellsであったため、9.7×106 cellsのミエローマ細
胞と細胞融合を行った。192 well中、16 wellでハイブリドーマの増殖が確認できた。 
 
1次スクリーニング 
 16 well中1C5、1D12、1F11、2C8、2D10の 5 wellの培養上清がスクリーニングプレー
ト上の白血球と強く反応した。1F11と2C8は細胞の顆粒に染まり、1C5、1D12、2D10は
細胞膜全体に染まっていた。さらに24 well プレートにスケールアップを行ってから得
た培養上清を用いてもう一度スクリーニングをすると、2C8、2D10、1F11の3 well のみ
が陽性反応を示した。以降これら3つの wellを用いて実験を行った。  
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クローニング 
 クローニングの結果、1F11由来のクローニングプレートから2 well、2C8由来のプレ
ートから1 well、2D10由来のプレートから2 well 選択し、それぞれ1F11-1、1F11-2、
2C8、2D10-1、2D10-2とネーミングをした。24穴プレートの染色により、これらのコ
ロニーの培養上清はすべて陽性反応を示していた。 
 
2次スクリーニング 
 凍結切片の抗体染色により、1F11-1と1F11-2、2C8は体腎と頭腎の細かい細胞を認識
していたが、その蛍光強度は弱かった（Fig. 1-1 d-e）。2D10-1、2D10-2は鰓、脾臓、頭
腎、体腎の大型な細胞を認識し、蛍光強度も強かった（Fig. 1-1 a-c）。2D10が認識する
細胞は特に脾臓に多くかった。よって目的の抗体を産生するハイブリドーマとして、
2D10を選択した。 
 
フローサイトメトリーによる解析 
 作製した mAb とギンブナ白血球を反応させ、Alexa 488標識抗体で染色を行ったとこ
ろ、FITC シグナルは検出できなかった。 
 
サブクラスの特定 
 キットによりハイブリドーマ1F11、2C8、2D10が産生する抗体のサブセットを測定し
たところ、全て IgG1だった。 
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第三節 考察 
 
本章では好中球・単球の応答を分析するため、これらの白血球に対するマウス mAb
の作出を試み、接着性白血球を載せた24 穴スクリーニングプレートまたは臓器薄切凍
結切片の蛍光抗体染色を行うことで、目的とする抗体1F11、2C8、2D10を選抜した。24
穴スクリーニングプレートの染色結果では、1F11と2C8が白血球の顆粒を認識し、2D10
は細胞膜を認識しているように思われた。凍結切片の染色結果では、1F11と2C8は頭
腎・体腎の細胞を認識するが、その蛍光強度は弱いため凍結切片の染色にはふさわし
くないと考えられた。一方2D10は脾臓・頭腎・体腎・鰓の比較的大型な細胞を認識し、
特に脾臓で認識される細胞が多かった。2D10により認識された細胞は、脾臓・頭腎・
体腎・鰓に局在し、他の細胞の2倍程度の大きさであったことから、活性化した単球や、
樹状細胞の細胞骨格を認識していると推察された。また、作製した mAb でギンブナの
腎臓白血球を蛍光染色しフローサイトメーターで解析した結果、陽性シグナルを検出
できなかったことから、これらの mAb は膜表面ではなく細胞の内部構造を認識してい
ると示唆された。以上より、作出した mAb 2D10は固定したサンプルにのみ使用可能で、
脾臓・頭腎・体腎・鰓に存在する大型な単球・樹状細胞と思われる白血球の内部構造
を認識していることが明らかになった。また、切片の染色結果を比較すると、2D10が
最も強い反応性を示していたため、抗体染色に使用する mAb として2D10を選択した。 
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Figure 1-1 (a), (b), (c)：2D10による頭腎・体腎・脾臓の薄切凍結切片の蛍光染色。 
(d), (e), (f)：1F11による頭腎・体腎・脾臓の薄切凍結切片の蛍光染色。 
       Bar = 100 µm 
 
Table 1-1 供試魚および比重遠心により回収した白血球の染色結果 
 供試魚  塗抹標本染色 
サンプリング BW(g) TL(cm) 
回収白血球数 
(cells) 
核のみ 
細胞質あり 
DAB陽性 
細胞質あり 
DAB陰性 
リンパ球 好中球 単球 
1回目 28.3 9.8 1.25×107 5.5% 80.0% 14.5% 
2回目 55.4 12.3 1.16×107 3.0% 78.0% 19.0% 
3回目 42.7 10.7 1.68×107 4.0% 80.0% 16.0% 
 30.2 10.7     
 43.3 11.5     
 30.8 10.7     
4回目 75.0 15.5 1.18×107 3.0% 80.0% 17.0% 
 33.7 11.0     
 57.7 13.2     
 10.3 34.1     
5回目 7.0 6.8 0.3×107 2.0% 88.0% 10.0% 
 6.0 4.7     
 6.5 6.1     
 10.0 24.5     
 
  
(a) 
(b) 
(c) 
(d) 
(e) 
(f) 
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第二章 
昇温治療により作出したキンギョヘルペスウイルス（CyHV-2）感染耐過魚 
（キンギョ）血清の受動免疫効果とその血清の血中抗体価について 
 
本研究では、CyHV-2の感染後の昇温処理によって得られる獲得免疫機構のメカニズ
ムを明らかにするため、第2章では液性免疫に着目して実験を行った。本研究では昇温
処理した感染耐過魚における抗体価の推移とその血清を用いた受動免疫の効果につい
て検討した。 
 
第一節 方法 
 
供試魚とウイルス 
 供試魚として本学の吉田ステーションで飼育されているキンギョを使用した。また
攻撃用のウイルスとして CyHV-2 Sat-1 を利用し、ウイルスの培養にはキンギョ鰭由来
の RyuF-2細胞 Tomoya Shibata and others, ‘In Vitro Characteristics of Cyprinid Herpesvirus 2: 
Effect of Kidney Extract Supplementation on Growth’, Diseases of Aquatic Organism>, 115.3 
(2015), 223–32 <https://doi.org/10.3354/dao02885>.を用いて M199に5％の FBS と健康なキ
ンギョの体腎抽出液を0.2%添加したものを使用した。本ウイルスの力価は103.8TCID50/ 
ml だった。また、ELISA 試験用に前述のように培養したウイルス培養液を超遠心によ
り濃縮した。まずウイルス培養液を低速遠心により細胞を除去し、４ºC で25000g 30分
間遠心を行い、ペレット状になったウイルスを TNE buffer* に浮遊させた。スクロース
を TNE buffer に溶かした溶液で25％—60％の範囲で5％刻みの密度勾配を作成し、最上
部にウイルス浮遊液を重層して77600 g 17 h 4ºC で遠心を行った。遠心後、50％と55％ス
クロースの間で可視化したバンドを回収した。その断片を TNE に溶解し、111700 g 30 
min 4ºCで遠心をしてウイルスを沈殿させた。その後ウイルスペレットを再び TNEに浮
遊させ、使用時まで-80ºC で保存した。また、ウイルスのタンパク質の濃度はブラッド
フォード法によって測定を行った。 
*TNE buffer: 1 M Tris-HCl 、5 M NaCl、0.5 M EDTA  
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受動免疫試験に使用する CyHV-2に耐過したドナー魚の作製 
平均体重83.9 g、平均体長 123.7 mmのキンギョ15尾(Test fish 1-15[T1-15])に10-3に希釈
したウイルス液0.05 ml（100.8TCID50/ml）を腹腔内接種し、ドナー感染群とした。また、
ドナー対照群として6尾のキンギョ(Control fish 1-6[C1-6])に M199を同様に接種した。接
種後、試験魚を25ºC で18時間飼育した後、34ºC で6日間飼育し、さらに25ºC へ降温して2
日間、再び34ºC に昇温して6日間飼育した。2度の昇温飼育を行ったあとは25ºC での飼
育を続けた。初期接種から36日後に(36 days post-infection; dpi)、感染群にはウイルスを、
対照群には M199を同様に接種した。供試魚は柄によって個体識別を行った。サンプリ
ングとして、18、31、55 dpi に感染群のキンギョから末梢血を採血し、31と55 dpi に対
照群から採血をした。採取した血液は4ºCで一晩静置した後、3000gで10 min 遠心を行い、
血清分離を行った。血清は45ºC で30分間培養し、非動化処理を行い使用まで-30ºC で保存
した。 
 
ELISA 法によるドナー血清中の anti-CyHV-2抗体の測定 
本試験では受動免疫試験用ドナーから経時的に採取した血清中の anti-CyHV-2抗体量
を ELISA 法によって測定した。まず、ドナー対照群と anti-CyHV-2抗体価が既知の
CyHV-2耐過魚(survivor)の血清を使用して、対照群(control)と耐過魚(survivor)の ELISA
抗体価の差が最も大きくなるように ELISA に使用する試薬濃度の最適化を行った。超
遠心により部分精製したウイルスを1 µg/ml もしくは2 µg/ml に0.1 M carbonate buffer (pH 
9.6)で希釈し、50μl ずつ96 well プレートに加え、4°C で15 h 静置した 。その後 PBS-T*1
でプレートを5回洗浄し、bovine serum albumin (BSA)を1%含む PBS-Tを50µlずつ各 well
に加え、25ºC で1 h インキュベートしてブロッキングを行った。同様にプレートを洗浄
し、PBS-T で200、400、800、1600または3200倍に希釈したキンギョ血清を50µl ずつ各
well に加え25ºC で2 h 静置した。その後同様にプレートを洗浄し、PBS-T で10倍または
20倍に希釈した B12ハイブリドーマ培養上清（キンギョ IgM と特異的に反応する anti-
ginbuna IgM マウスモノクローナル抗体; (Toda et al. 2011)）を50µl加え25ºCで1 h静置し
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た。プレートを洗浄後、PBS-Tで2500倍もしくは5000倍に希釈した anti-mouse IgG (H+L) 
goat Ig conjugated with peroxidase (Kirkegaard & Perry Laboratories [KPL])を各 wellに50µlず
つ加え25°C で1 h 静置した。洗浄後、各 well に発色剤 SureBlue(KPL)を10µl 加え、25°C
で15 min静置した。その後、発色停止剤として1 N HCl を100µl添加し、マイクロプレー
トリーダーで450 nmの optical density(O.D.450)を測定し、これを ELISA 抗体価とした。
以上の手順によって対照群のドナーと耐過魚の ELISA 抗体価の差が大きくなる最適な
条件を決定し、本試験で作製したドナー血清の ELISA抗体価を測定した。 
*PBS-T: PBS に Tween20を終濃度0.05%になるように添加したもの。 
 
中和抗体価の測定 
本試験では、55 dpiに採取したドナー感染群の血清の中から ELISA抗体価が比較的高
いもの(T6-8)、平均値を示すもの(T1, 13)と低いもの(T11)を選別し、個体ごとに中和抗
体価を測定した。しかし、T12の血清は ELISA 抗体価が非常に高いかったため測定候補
から排除した。また、ドナー対照群については55 dpiに採取した3尾分(C1-3)の血清をプ
ールして測定を行った。まず血清を段階希釈し、それぞれを等量のCyHV-2培溶液 (103.1 
TCID50 /mL)と混合して 25°C で1 h インキュベートした。その後、96welll プレートに継
代した RyuF-2細胞に50µlの混合液を接種し、25ºCのインキュベーター内で2週間培養し
cytopathic effect(CPE)を観察した。 
 
SDS-PAGE とウェスタンブロッティンング 
本試験では6尾のドナー感染群(T1, 6–8, 11 and 13)と3尾のドナー対照群(C1-3)を混合し
た血清を用いてウェスタンブロッティングを行い、各ドナー血清が認識するウイルス
タンパク質に違いがあるのかどうかを確認した。まず PBS で2倍希釈した部分精製
CyHV-2溶液と2×Sample buffer*1を100 µlずつ混合し、100ºC 5分間インキュベートしてサ
ンプル溶液とした。ウェスタンブロッティング用に5-20%グラジエントゲル e-
PAGEL(ATTO)上にある12 well分の壁を取り除き、1つの大きな wellを作製した。泳動バ
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ッファーで満たした電気泳動槽にゲルを設置してから、作製した大きな well にサンプ
ル溶液を172 µlアプライして200 V 20 mA 100分間泳動を行った。また、SDS-PAGE 後の
ウイルスタンパク質の銀染色を行うために1 wellに15 µlサンプル溶液をアプライしてか
ら同様に泳動を行った。泳動後、ウェスタンブロッティング用に泳動した部分のゲル
をメンブレンに転写した。転写が終了した後、メンブレンをアルブミン添加 TBS-T*2に
浸し、冷蔵庫内で一晩ブロッキングを行った。ブロッキング後、メンブレンを幅3 mm
に切断し、Canget Signal 1(TOYOBO)で20倍に希釈したドナー血清(T1, 6–8, 11, 13 and C1-
3 pool)に浸し、優しく振盪させながら室温で2時間反応させた。反応後、メンブレンを
PBS-T に浸し軽く浸透しながら室温で5分間洗浄し、これを合計3回繰り返した。Mouse 
mAb B12の培養上清を Can Get Signal 2 (TOYOBO)で20倍に希釈したものにメンブレンを
浸し、室温で1時間振盪・反応させた。さらに前述の通りにメンブレンを PBS-T で3回
洗浄し、Can Get Signal 2で1000倍希釈した anti-mouse IgG HRP 標識抗体に浸し、室温で
1時間振盪・反応させた。前述同様にメンブレンを3回洗浄した後、Ez west Blue(ATTO)
に10-30秒浸し、発色させた。ウイルスタンパク質の染色用に泳動したゲルは Fast silver 
Kit(タカラバイオ)キットのプロトコルに従い銀染色を行った。 
*1 2×Sample buffer: 0.125 M Tris-HCL(pH6.8)、4%(w/v) SDS、10%(w/v) スクロース、
0.01%(w/v) ブロモフェノールブルー、10%(w/v) 2-メルカプトエタノール 
*2 TBS-T: TBS(0.05 M Tris、 0.138 M NaCl、 0.0027 M KCl)に1%(w/v) Bovine albumin、
Tween20 500 µl/mlで添加したもの 
 
ドナー血清を用いた受動免疫試験 
 本試験では中和抗体を測定した血清である、55 dpi に採取したドナー感染群6尾 (T1, 
6-8, 11, 13)それぞれの血清とドナー対照群3尾(C1-3)のプールした血清を供試した。本試
験のレシピエントには平均体重6.9 g 平均体長41.7 mmの未感染キンギョを使用した。ド
ナー血清を M199で3倍と30倍に希釈し、レシピエント5尾に0.05 mlずつ腹腔内接種した
(レシピエント感染群)。また、移入した血清中に感染性のウイルスが存在しないことを
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証明するため、T6, 7, 13の血清をプールしたものと C1-3のプールした血清を M199で3倍
希釈して、それぞれをレシピエント3尾に0.05 ml 腹腔内接種した(レシピエント対照群)。
血清の移入から24時間経過後、レシピエント感染群は10-3に希釈した CyHV-2培溶液
(100.8 TCID50 /mL)に、レシピエント対照群は10-3希釈した M199に1 時間浸漬した後25ºC
で飼育し、死亡を観察した。 
 
第二節 結果 
 
受動免疫試験に使用する CyHV-2に耐過したドナー魚の作成 
ドナー感染群では最終的に15尾のうち9尾が生残した。T14と T15は昇温期間中(3 dpi
と6 dpi)に死亡し、T3と T4は25ºCに降温後からそれぞれ9日後(25 dpi)と16日後(32 dpi)に
死亡した。また36 dpi に行った再攻撃試験から4日後(40 dpi)と9日後(45 dpi)に T9と T10
が死亡した(Fig. 2-1)。採血は18dpi、31dp、55dpi に行ったため、18 dpi に採血した個体
はドナー感染群T1, 2, 4-13の12尾、31 dpiには同じ12尾とドナー対照群C1-3の3尾、55dpi
には T1, 2, 5-8, 11-13と C1-3から血清を採取した。本試験で死亡した個体は anti-CyHV-2
抗体3D3による蛍光染色によって死亡を確認した。ドナー対照群の供試魚は死亡しなか
った。 
 
ELISA法によるドナー血清中の anti-CyHV-2抗体の測定 
 まず ELISA 条件最適化によって、ウイルス固層として使用するウイルスの濃度が1 
µg/mlと2 µg/mlの場合では、違いがほとんど現れなかったため、使用する濃度を1 µg/ml
に決定した。同様に検討濃度において違いが現れない場合は試薬濃度が薄い条件を採
用した。以降ELISAの試薬濃度について、キンギョ血清は400倍、2次抗体B12は20倍、
3次抗体の HRP標識抗体は5000倍と決定した(Fig. 2-2)。 
18 dpiの血清については T7と T11については ELISA化が低く、T1, 2, 5, 6, 8, 9, 12, 13
の個体では高い値を示した。T6-8, 12の4個体の抗体価は18 dpi、31 dpiの時に比べ再攻撃
後である55 dpi の時の方が高く、再攻撃後に抗体価が上昇していることが確認できた。
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しかし T1, 11, 13については再攻撃後の抗体価に変化はなく、T5と T2については減少し
ていた。(Fig. 2-3)  
 
中和抗体価の測定 
 本試験では6尾のドナー感染群(T1, 6–8, 11 and 13)と、3尾のドナー対照群(C1-3)を混合
した血清を供試した。中和抗体はドナー感染群6尾の血清のうち T1と T8の2個体から検
出された。T1と T8の ND50はそれぞれ14と28だった(Table2-1)。 
 
SDS-PAGE とウェスタンブロッティンング 
ドナー対照群、ドナー感染群の血清認識されたバンドはそれぞれ３本と４本であっ
たことから、感染したドナーが認識するウイルスタンパク質の方が多いことが確認で
きた。しかし、ドナー感染群の6尾でバンドの出現パターンは共通であり、特異的なバ
ンドパターンは確認できなかった(Fig. 2-4)。 
 
ドナー血清を用いた受動免疫試験 
 ドナー感染群6尾(T1, 6–8, 11 and 13)とドナー対照群3尾(C1-3)の混合した血清を M199
で3倍および30倍の血清を移入に使用した。レシピエント対照群はすべての個体が生存
した。30倍希釈血清を移入したレシピエント感染群は全個体死亡し、生存率が0％だっ
た。3倍希釈した血清を移入したレシピエント感染群については、control、T11、T13の
血清を移入したものは最終生存率が0%となった。それに対して中和抗体を含む T1と
T8(ND50=14と28)の血清を移入したものは生存率が40%、60%となり、コントロールの
血清を移入したレシピエント感染群とカプランマイヤー生存曲線のログランク検定で
統計的有意差があった(p < 0.05)。T8の血清についてはフィッシャーの確立検定でもコン
トロールと統計的有意差があった(p < 0.05)。3倍希釈した T11と T13の血清を移入したレ
シピエント感染群は生存率20%だったが、コントロールと統計的有意差がなかった
(Table 2-1, Fig. 2-5)。  
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第三節 考察 
 
 ドナー作製過程において、ドナー感染群のキンギョ2尾が再攻撃後に死亡した。これ
ら2尾は十分に免疫を獲得していなかったため再攻撃後に死亡したと考えられる。受動
免疫試験で使用されたドナーは再攻撃後も生存していたため、HVHN に対して免疫を
獲得した個体であることが示唆された。 
 ELISA試験で測定したドナー血中の anti-CyHV-2抗体価の推移は、様々なパターンが
存在することが確認できた。18 dpiの血中抗体価について T4と T7、T10、T11はドナー
対照群の C1-3の抗体価と同程度の値を示していたが、他のドナー感染群はドナー対照
群よりも高い抗体価を示していた。T9は31 dpiの頃に抗体価が対照魚と同程度になって
いた。また、T6、T7、T12においては再攻撃が追加免疫のように働き、55 dpiの抗体価
が上昇していた。 
抗体価が対照魚と同程度もしくは上昇しなかった4個体(T4、T9、T10、T11)のうち3
個体が死亡したため、anti-CyHV-2抗体は獲得免疫に関与していると考えられた。 
中和抗体はドナー感染群のうち T1と T8の2尾から検出され、ELISA による抗体価は
それぞれ0.36、0.73であった。T6と T7は ELISA抗体価が0.75と0.68と比較的高い値だっ
たが、中和抗体は検出されなかった。以上より本試験では中和抗体の有無と anti-
CyHV-2抗体価は相関がないことが明らかになった。 
ウェスタンブロッティングの結果では、ドナー感染群はすべて同じようなバンドパ
ターンを示し、中和抗体を含む血清に特異的なバンドパターンは出現しなかった。ウ
ェスタンブロッティングで認識するウイルスタンパク質は熱処理により変性し、還元
されているものである。よって、本試験で検出した中和抗体はウイルスタンパク質の
立体構造を認識していることが示唆された。 
受動免疫の試験では、3倍希釈した中和抗体を含む血清を移入した試験区は生存率が
高かった。しかし中和抗体を含む血清を30倍希釈したものは生存率が0%だった。T1と
T8の中和抗体価は1:14と1:28であったため、これらを30倍希釈した血清は理論上中和抗
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体を含まない。よって、中和抗体の濃度がレシピエントの生存率に関係していること
が確認され、中和抗体が HVHNに対する獲得免疫に寄与することが示唆された。Ito 
and Ototake (2013)、 Zhang et al. (2016)はホルマリン不活化 CyHV-2が効果的であること
や、不活化ワクチンが中和抗体の産生を誘導することを明らかにした。これらの事実
は本章の試験によって得られた事実とも一致している。本章の試験ではレシピエント
の数が5尾であるため、今後、レシピエントの数を増やして同試験を再現し、より確か
な証拠を得る必要がある。 
Adkison, Gilad, and Hedrick (2005)によると、anti-CyHV-3抗体を含む血清は CyHV-3に
よる攻撃に対して受動免疫効果をほとんど示さなかったことから、CyHV-3による疾病
に対しては細胞性免疫が主体となり宿主防御を行っていると示唆された。CyHV-2の場
合は中和抗体が効果的であることから、CyHV-3とはやや異なる免疫応答を行っている
と考えられる。しかし、ドナーT11は antii-CyHV-2抗体価が対照魚と同程度であるうえ
に、中和抗体を含んでいなかったが、再攻撃後も生存していた。さらに、このドナー
血清の受動免疫効果もなかった。このようなドナーでは細胞性免疫が誘導され、それ
が CyHV-2に対する獲得免疫となっていることが推察された。 
ウイルス感染の後にウイルスの非許容温度である34ºCに昇温飼育することで、感染
魚は生存し、CyHV-2に対する免疫を獲得する(Tanaka 2005, Nanjo et al. 2016)。本研究で
は、その獲得免疫機構の主要となるもの候補として、中和抗体や、anti-CyHV-2抗体、
細胞性免疫が挙げられ、誘導された獲得免疫は各個体によって異なるということが明
らかになった。34ºCから25ºCに降温した際に耐過魚の魚体内で再活性化するウイルス
粒子の量は、25ºCで18時間飼育する初期段階でのウイルス増殖に依存すると思われる
(Nanjo et al. 2016)。本研究では2尾のドナー感染群のキンギョが34ºCから25ºCに降温し
た後に死亡している。したがってウイルス増殖が、結果的に誘発する免疫応答に影響
したのだろうと考えられた。今後の研究でどのような因子が重要であるのかを解明し
ていく必要がある。  
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Figure 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-1 ドナー作製過程の累積死亡数 
 ドナー感染群は3 dpi に Test No.14(T14)の魚が死亡し、6 dpi に T15、25 dpi に T3、32 
dpiに T4、40 dpi T9、45 dpiに T10が死亡した。 
 
 
 
Figure 2-2 ELISA の試薬濃度の検討 
 凡例は、固相抗原のウイルス濃度( µg/ml) – B12希釈濃度(倍率) – HRP 標識抗体濃度(倍) 
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Figure 2-3 ドナー血清の ELISA抗体価推移 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-4 ウイルスタンパク質の SDS-PAGE(銀染色)とドナー血清を用いたウェスタン
ブロッティング 
M:分子量マーカー、S:銀染色、T1,T6-8, T11, T13：感染ドナー血清、C:非感染対照
ドナー血清（C1～3のプール）、N:anti-Ig MAb なし。 
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Figure 2-5: Survival rates for the passive immunization test 
Five naïve goldfish as recipients for each group were injected with inactivated donor sera diluted 
1:3 (A) and 1:30 times (B). Group names are shown in table 1. Recipients were reared at 25°C for 
24 h after serum injection and were then exposed to CyHV-2. 
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Table 
 
Table 2-1: Results of the ELISA, neutralization test, and passive immunization test 
Donor serum  Passive immunization 
 
O.D450 
in ELISA 
ND50 
 
Recipient 
group 
Injection with 
Survival rate (%) 
 1/3 
serum 
1/30 
serum 
C1, 2, 3 pool 
0.11 <10  Uninfected M199 100 - 
T 6, 7, 13 pool 
0.64 -   M199 100 - 
C 1, 2, 3 pool* 0.11 <10  Infected CyHV-2 0 0 
T 1 0.35E 14   CyHV-2 40a 0 
T 6 0.75 <10   CyHV-2 20 0 
T 7 0.68 <10   CyHV-2 20 0 
T 8 0.72 28   CyHV-2 60a,b 0 
T 11 0.16 <10   CyHV-2 0 0 
T 13 0.48 <10   CyHV-2 0 0 
a and b respectively denote significant differences between the experimental and infected control 
groups (p < 0.05) via Kaplan-Meier analysis with log-rank test and Fisher’s exact test. 
* denote infected control.  
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第三章 
 昇温治療により作出した CyHV-2感染耐過魚（ギンブナ）の腎臓白血球の移植試験 
 
 本試験は CyHV-2感染に対する獲得免疫において、細胞性免疫の重要性を確認するこ
とを目的とした。CyHV-2に感受性があり(Nanjo et al. 2016)、養子移入が可能なクローン
ギンブナをドナーとして耐過魚白血球の移植試験を行なった。CyHV-2に対する獲得免
疫に細胞性免疫が重要であれば、耐過魚白血球を移植した未感染ギンブナ（レシピエ
ント）は、未感染魚の白血球を移植したレシピエントと比較して、CyHV-2に対して抵
抗性を示すと考えられる。また、獲得免疫において重要な役割を果たすと考えられて
いる細胞傷害性 T 細胞(CD8+ cells)や B リンパ球(IgM+ cells)に着目をして、磁気分離を
用いた細胞分離により CD8陽性・陰性、 IgM 陽性・陰性細胞の移植を行うことで、
CyHV-2感染におけるこれらの細胞の重要性評価しようと試みた。本章では、2回行った
耐過魚白血球の移植試験およびレシピエントの感染試験について説明する。 
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第一節 1回目の試験 
 
第一項 方法 
 
昇温治療による CyHV-2耐過ギンブナ(ドナー)の作製 
昇温治療により移植白血球分離用ドナーを作製した。平均体重=53.5 g 平均体長
=123.5 mm のクローンギンブナ S3n15尾に M199で10-3 希釈した CyHV-2 Sat-1 P4を
0.05 ml(10-0.5 TCID50/ fish (100.8 TCID50/ml))ずつ腹腔内接種し、4尾のS3nにM199を0.05 ml
腹腔内接種し25ºC で飼育した。接種から18時間経過後、水温を34ºC に昇温し6日間飼育
した。その後2日間25ºC で飼育を行い再び34ºC で6日間飼育を行った。2回の昇温飼育が
終了した後は25ºC で飼育を続けた。接種から経過後、初期接種と同様に再攻撃試験を
行ない、25ºC 飼育を続けた。ウイルス感染細胞またはウイルス液の接種により免疫さ
れた魚の末梢血リンパ球の細胞傷害活性は、再攻撃から7日または8日経過した時点が
高かった(Somamoto, Nakanishi, & Okamoto 2000, 2002)ことから、再攻撃から8日経過後に
ドナー腎臓白血球の分離を行った。Crucian carp hematopoietic virus (CHNV)の耐過魚を用
いた移植試験では末梢血が用いられていた(Somamoto et al. 2013)が、CyHV-2耐過魚を大
量に作製することが困難であることと、末梢血白血球を十分な量集めることが困難で
あることを踏まえて、本試験では10尾程度のドナーの頭腎・体腎白血球を用いた。 
 
ドナー白血球の分離 
コントロールドナー2尾の頭腎と体腎を混合し、白血球を分離したものをレシピエン
トへの移植白血球(Donor control unsort= D:cont-unsort)とした。また、CyHV-2耐過魚10尾
からも同様に腎臓白血球を分離し、移植白血球(Donor survivor unsort= D:sur-unsort)とし
た。さらに耐過魚白血球についてのみ、モノクローナル抗体を用いた磁気分離
(Magnetic-Associated Cell Sorting=MACS)により耐過魚白血球を CD8+(D:sur-CD8+)、
CD8-(D:sur-CD8-)、IgM+(D:sur-IgM+)、IgM-(D:sur-IgM-)に分類した。 
(1) 腎臓白血球の分離 
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50 mlチューブの上に目合い100 µmのステンレスメッシュを載せ、メッシュ上にド
ナーから摘出した頭腎と体腎を載せた。臓器に冷やした HANKS-FBS ヘパリン*1を滴
下しながら、シリンジの内筒のゴムでやさしく押しあて、チューブ内に細胞浮遊液
を落下させた。腎臓がメッシュ上からなくなり、HANKS-FBS ヘパリンでメッシュを
洗浄したら200 rpm 4ºC1分の低速遠心により浮遊液中の大きな不純物を取り除いた。 
その後1600 rpm 4ºC 5分で遠心して上清をデカントで除去した。チューブ底面に存在
する細胞塊をほぐすために、十分にタッピングを行った。再び HANK-FBS ヘパリン
をチューブに加え、1600 rpm 4ºC 5分の遠心を行い、上清をデカントで除去した。こ
こで、MACS を行う上で弊害となる赤血球を破壊するために冷やした RBC Lysis 
buffer*2を用いて赤血球破壊処理を行った。細胞塊をタッピングによりほぐしてから、
RBC Lysis buffer 5 mlを細胞に滴下し、軽くチューブを振盪させてから2-5分氷上でイ
ンキュベートした。その後、10 ml の HANKS-FBS ヘパリンを加え、転倒混和した後、
1600 rpm 4ºC 5分の遠心を行った。遠心後、上清をデカントで捨て、HANKS-FBS ヘ
パリンをチューブに加え、1600 rpm 4ºC 5分の遠心を行った。遠心後、上清をデカン
トで捨て、細胞塊をタッピングしてから HANKS-FBS ヘパリンを加え、トリパンブ
ルー染色を行ってから細胞数をカウントし、全細胞数を算出した。分離した耐過魚
白血球の約4分の1が1×107 cells 以上になることを確認し、分離した白血球の4分の1
を氷上で保存し移植に用いた(D:sur-unsort)。コントロールドナーの白血球は D:sur-
unsort の細胞数と合わせて移植用に氷上に保存した(D:cont-unsort)。残った白血球は
抗体染色を行い、MACS と MACS の精度を確認するためのフローサイトメトリーに
よる解析に用いた。 
 
(2) 抗体染色 
 anti-ginbuna CD8 rat mAb 2C3(Toda et al. 2011)と anti-ginbuna IgM mouse mAb B12を用
いて耐過魚白血球およびコントロールドナーの白血球を染色した。染色用の白血球
を分離した2C3用と B12用に2つのチューブに分け、1600 rpm 4ºC 5分の遠心を行った。
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遠心後デカントで上清を除去しタッピングした後、氷冷した2C3と B12の培養上清を
それぞれ2 ml ずつ加え、4ºC で1時間反応させた。反応後、HANKS-FBS*3を用いた遠
心洗浄(遠心条件1600 rpm 4ºC 5分)を3回行い、フローサイトメトリー解析用に1×104 
cellsを分取し、氷上で保存した。残った耐過魚白血球は MACS用に Micro beadsと反
応させた。80 µl の anti-rat IgG Micro beads(Miltenyi Biotec)と anti-mouse IgG Micro 
beads(Miltenyi Biotec)を320 µlの HANKS-FBSとそれぞれ混合し、2C3と反応させた細
胞には anti-rat Micro beads を、B12と反応させた細胞には anti-mouse Micro beads を
400 µl ずつ添加し、4ºC で1時間反応させた。反応後、遠心洗浄を3回行った。なお、
3回目の遠心洗浄にのみ脱気した HANKS*4を用いた。 
 
*1: HANKS(ニッスイ)に FBS 0.5%、ヘパリンナトリウム10 units/mlとなるように添加
したもの 
*2: 10×RBC lysis buffer(1.54 M NH4Cl、142 mM NaHCO3、1 mM EDTA・2Na)を10倍希
釈したもの 
*3: HANKS に FBSを0.5%となるように添加したもの 
*4: HANKS を減圧により脱気したもの 
 
(3) MACS 
Micro beadsと反応させ洗浄した細胞を4 mlにメスアップし、100 µlのナイロンメッ
シュに通し不純物を取り除いた。脱気した HANKS バッファー、MACS カラム S を8
本、MACS 用磁石・土台を事前に冷蔵庫で冷やしておき、MACS 用の土台に磁石と
カラムを設置し、カラムの直下にチューブを設置した。8本のカラムに500 µl ずつの
HANKSを壁伝いに静かに加え、HANKSを自然落下させた。HANKSが完全に落下し
た後、2C3または IgM で染色した細胞浮遊液を1 mlずつカラムの壁伝いに静かにアプ
ライした。サンプルが完全に落下したら、1 mlの HANKSを静かにカラムに加え自然
落下させ、完全に HANKS が落下した後再び1 mlの HANKSを加えた。この操作を繰
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り返し、合計3 mlの HANKSでカラムを洗浄した。これらの操作でカラムを通過した
細胞群を MACS ネガティブフラクションとした。カラムを磁石から外し、新しい15 
ml チューブにセットし、1 ml の HANKS を静かにアプライし自然落下させた。完全
に HANKS が落下したら、再び HANKSを1 mlアプライし、カラムに付属している内
筒を使用してHANKSを押し出した。これらの操作でカラムを通過した細胞群をポジ
ティブフラクションとした。CD8+、CD8-、IgM+、IgM-の各フラクションについて
得られた細胞数をカウントし、その10分の1を MACS の精度確認用の蛍光抗体染色に
使用した。また、残った細胞は氷上で保存し移植に用いた(D:sur-CD8+、D:sur-CD8-、
D:sur-IgM+、D:sur-IgM-)。 
 
(4) 蛍光抗体染色およびフローサイトメトリーによる解析 
 抗体液としてAlexa 488標識Anti-rat IgG (life technologies)とAlexa 488 標識 anti-mouse 
IgG (life technologies)を HANKS-FBS で500倍希釈したものを準備した。MACSを行っ
た4つのフラクション、2C3または B12で染色した耐過魚の白血球に、調整した抗体
液を加え、4ºC で1時間反応させた。反応後、HANKS-FBS を使用して遠心洗浄(1600 
rpm 4ºC 5分)を3回繰り返した。また、フローサイトメーターでシグナルを確認する
ためのネガティブコントロールとして、抗体染色を行っていないドナー白血球と
Alexa 488 標識 anti-mouse IgG を反応させた細胞を用意した。最後にすべてのサンプ
ルに1 µg/mlになるように Propidium Iodide(PI)を添加した HANKS-FBSで1-2 mlにメス
アップし、死細胞染色を行い、フローサイトメトリー(Becton Dickinson)により解析
を行った。 
 
移植試験 
 レシピエントとして未感染のクローンギンブナ S3n(平均体重= 8.8 g、平均体長= 62.6 
mm)使用し、 準備した6種類のドナー細胞を腹腔内注射により移植した。各ドナー細胞
につき9尾のレシピエントを使用し、レシピエント1尾あたり0.1 ml のドナー細胞浮遊液
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を腹腔内移植した。CHNV感染耐過魚の白血球を用いた移植試験では、レシピエントへ
の白血球移植を5×106 cells/10g fish body weight(Somamoto et al. 2013)または1×106 
cells/10g fish body weight (Somamoto et al. 2014)で行っていたため、それを参考に移植細
胞数を以下のように定めた。コントロールドナーと耐過魚の白血球は1.86×106 cells/fish
で移植し、CD8または IgM のネガティブフラクションは1.42-1.65×106 cells/fish で移植
し、CD8または IgM のポジティブフラクションは2.4-4.9×104 cells/fish で移植を行った
(Table 3-1-1)。移植の翌日、M199で10-3希釈した CyHV-2液(100.8TCID50/ml)を0.05ml ずつ
レシピエントに腹腔内接種し、死亡を観察した。レシピエントの試験区の名前は、コ
ントロールドナー白血球を移植し感染させる試験区を Donor control unsort Recipient 
infected(D:cont-unsort R:infect)、耐過魚白血球を移植し感染させる試験区を Donor 
survivor unsort Recipient infected (D:sur-unsort R:infect)、D:sur-CD8+ R:infect、D:sur-CD8- 
R:infect、D:sur-IgM+ R:infect、D:sur-IgM- R:infectとした。また、移植した耐過魚白血球
がレシピエントに与える影響を確認するために、4尾のレシピエントに耐過魚白血球を
移植し、その翌日に M199 を0.05 ml ずつ腹腔内接種する試験区を設けた(D:sur-unsort 
R:M199)。また、感染試験から2日後と4日後にレシピエント感染群から3尾ずつ取り上
げ、タイトレーション用と CyHV-2の定量 PCR用に体腎をサンプリングした。 
 
第二項 結果 
 
昇温治療による CyHV-2耐過ギンブナ(ドナー)の作製 
CyHV-2を接種した15尾のドナーのうち5尾が死亡し、10尾の耐過魚を得ることができ
た。生残した10尾のギンブナは再攻撃後も健康魚と変わらない様子だった。 
 
ドナー白血球の分離 
耐過魚10尾の頭腎と体腎から1.89×108 cells の白血球を回収した。コントロールドナ
ー2尾の頭腎体腎からは2.2×107 cells の白血球を回収した。耐過魚白血球の細胞浮遊液
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を15 ml にメスアップし、3.8 ml(4×107 cells)を D:sur-unsort 用に分取し、残りの細胞
は5.6 ml(7×107 cells)ずつ2C3と B12による染色用に使用した。その後の MACS 分離
の結果、CD8ポジティブの細胞は2.4×105 cells、CD8ネガティブの細胞は1.42×107 
cells、IgM ポジティブの細胞は4.9×105 cells、IgM ネガティブの細胞は1.64×107 cells
回収することができた。フローサイトメトリーによる解析結果より、耐過魚白血球中
の0.94%が CD8陽性リンパ球、0.71%が IgM 陽性リンパ球であることが確認できた。
また、同じくフローサイトメトリーによる解析によると、MACS で分類した CD8ネガ
ティブフラクションには CD8陽性リンパ球が0.37%、IgM ネガティブフラクションに
は IgM 陽性リンパ球が0.27％混入していることが確認できた。また、ネガティブコン
トロールでの FITC シグナル陽性細胞は0.24%と0.15%だった(Table 3-1-2)。 
 
移植試験 
 レシピエントに白血球を移植した結果、白血球を移植後4日経過（感染から3日経過）
した時点で死亡が始まり、その翌日には D:sur-unsort R:M199も含むすべてのレシピエ
ントが死亡した(Fig. 3-1-1)。よってサンプリングは、移植から3日（感染から2日）の
時点でのみサンプリングを行った。死亡魚は解剖し、mAb 3D3を用いた体腎スタンプ
標本蛍光抗体染色により死亡原因が CyHV-2であることを確認した。この染色結果によ
ると D:sur-unsort R:M199のレシピエントの体腎スタンプもウイルス陽性細胞が検出さ
れた。 
 
第三項 考察 
 
 フローサイトメトリーの解析より、MACS を行う前は耐過魚白血球中の CD8陽性リ
ンパ球および IgM 陽性リンパ球はそれぞれ0.94%、0.71%であった。それ対して、
MACS で分類した CD8ネガティブフラクションおよび IgM ネガティブフラクションは
FITC 陽性細胞が0.37%、0.27％となっていることから、ポジティブ細胞が減少してい
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ることが確認できた。また、1次抗体を反応させていないネガティブコントロールでの
FITC 陽性細胞は0.24%と0.15%であったことから、今回の解析では、細胞の自家蛍光
もしくは非特異の反応により0.2%前後の細胞を陽性細胞と判断していることが分かっ
た。以上のことを考慮すると MACS により分類したネガティブフラクションはポジテ
ィブフラクションの混入がほとんどないことが予測できる。しかし、フローサイトメ
ーターの設定や MACS の精度は今後改善するべき課題である。 
 移植試験の結果すべてのレシピエントが死亡した。ウイルスを接種していないレシ
ピエント(D:sur-unsort R:M199)も全個体死亡し、その死亡魚の体腎スタンプ標本はウ
イルス陽性であった。以上より、移植した白血球自体にウイルスが付着していること
が示唆された。本試験では白血球移植から3日後に死亡が始まっている。通常ウイルス
の腹腔内接種から3日後に死亡が始まることを考慮すると、本試験では白血球の移植と
同時にウイルスの腹腔内接種を行ったことと同じような現象が起きているように考え
られる。 
また、耐過魚白血球の移植により宿主の死亡を抑制できなかったことから、耐過魚
白血球のみでは宿主を CyHV-2感染から防御することができなかったことが示唆された。 
 本試験では、白血球にウイルスがどの程度付着していたのかは不明だが、高濃度ウ
イルス液に匹敵するウイルス量を白血球と一緒に移植した可能性がある。仮に、耐過
魚白血球にウイルスを特異的に排除する能力が存在したとしても、本試験ではウイル
ス攻撃が高濃度であったためにウイルスを排除しきれず、宿主を防御することができ
なかったとも考えられる。よって今後、正確に評価を行うためにもウイルスが付着し
ていないドナー白血球を使用し、レシピエントへの攻撃濃度を LD50で行うなどして、
再試験を行なうべきである。また、本試験で使用した白血球は CyHV-2の標的臓器であ
る頭腎・体腎から分離したものであったため、白血球にウイルスが潜伏していたとい
う可能性も考えられる。松山によると、昇温治療の2日目は末梢血と体腎PCRによって
ウイルスが検出されるが、治療3日目以降の末梢血からはウイルスが検出されなくなる
ことが確認されている。しかし、体腎からはウイルスが検出されていた。その魚群を
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25ºC に降温しても末梢血からウイルスが検出されることはなかった(松山 2005)。以上
より、末梢血白血球のウイルスは排除しやすいと予測できる。したがって、昇温治療
後の再攻撃から7-8日後の末梢血白血球にウイルスが潜伏感染していかどうか確認し、
移植に十分な細胞数を確保することができるのであれば、末梢血白血球を移植試験に
使用して良いと考えられる。 
 
  
32 
 
Table and Figure 
Table 3-1-1 レシピエントの試験区と移植白血球 
試験区 
移植細胞 レシピエント 
移植細胞 細胞数(cells/fish) IP接種 n 
D:cont-unsort R:infect control-unsort 1.86×106 CyHV-2 9 
D:sur-unsort R:infect survivor-unsort 1.86×106 CyHV-2 9 
D:sur-unsort R:M199  1.86×106 M199 4 
D:sur-CD8+ R:infect survivor-CD8+ 2.4×104 CyHV-2 9 
D:sur-CD8- R:infect survivor-CD8- 1.42×106 CyHV-2 9 
D:sur-IgM+ R:infect survivor-IgM+ 4.9×104 CyHV-2 9 
D:sur-IgM- R:infect survivor-IgM- 1.65×106 CyHV-2 9 
 
Table 3-1-2 MACS後のドナー白血球のフローサイトメトリーによる解析 
donor MACS 
フローサイトメトリーによる解析 
1 次抗体 FITC陽性細胞数/総生細胞数×100 
control unsort なし 0.24% 
survivor unsort なし 0.15% 
  2C3(CD8) 0.71% 
  B12(IgM) 0.94% 
 CD8+ 2C3(CD8) 70.80% 
 CD8- 2C3(CD8) 0.37% 
 IgM+ B12(IgM) 55.01% 
  IgM- B12(IgM) 0.29% 
 
 
Fig. 3-1-1 レシピエントの感染試験結果 
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第二節 2回目の試験 
 
1回目の試験では、ドナーへの再攻撃から8日後にドナー腎臓白血球を分離・レシピ
エントへの移植を行った。その結果、耐過魚白血球を移植後、M199を接種したレシピ
エントが死亡した。このことから白血球にウイルスが付着していることを予測し、本
試験ではドナー体内ウイルス量を少しでも減少させてから腎臓白血球を分離・移植を
行おうと試みた。 
 
第一項 方法 
 
昇温治療による CyHV-2耐過ギンブナ(ドナー)の作製 
  日本大学魚病学研究室にて飼育されていたクローンギンブナ S3n を分与して頂き、
S3n 15尾に CyHV-2 Sat-1 P4を M199で10-3希釈したものを0.05 mlずつ腹腔内接種した。
また、ドナーコントロールとして4尾の S3n に M199を0.05 ml ずつ腹腔内接種した。接
種後、供試魚は18時間25ºC で飼育し、その後34ºC6日間、25ºC2日間、34ºC6日間、25ºC
の順で飼育を行った。接種から22日後に初期感染と同様にウイルス攻撃を行い、25ºC
で17日間飼育を行った。その後、魚体内のウイルス量を減少させるために34ºC で飼育
した。34ºC で長期飼育を行うと細菌感染症による斃死のリスクが高まるため、34ºC で2
日飼育後は30ºC で飼育した。Somamoto らによると、ウイルス感染細胞もしくはウイル
スによる刺激により2回の攻撃を行い、末梢血白血球の細胞傷害活性を解析すると、再
攻撃から7-8日経過後の末梢血白血球の細胞傷害活性が高いことが明らかになっている
(Somamoto, Nakanishi, & Okamoto 2000, 2002)。本試験では再攻撃から8日以上経過してか
らドナー白血球を使用して移植を行うため、白血球の細胞傷害活性が低くなっている
ことを予測し、移植1週間前にホルマリン不活化ワクチン(Ito & Ototake 2013) を接種し、
免疫刺激を行った。 
 
ドナー白血球の分離 
34 
 
 CyHV-2耐過魚ドナーを8尾の頭腎と体腎を混合し、第一節の方法と同様に腎臓白血
球を分離した。また、コントロールドナーを3尾使用し白血球を分離した。以降第一節
と同様に耐過魚ドナーおよびコントロールドナーの白血球の染色・MACS を行い、
MACS の精度を確認するためにフローサイトメトリーで解析を行った。なお、本試験
では耐過魚白血球だけではなく、コントロールドナーの白血球も2C3および B12で染色
し、BECLMAN COULTER のフローサイトメトリーCytoFLEX を用いて解析を行った。 
 
ドナー白血球の移植およびレシピエントへの感染試験 
 第一節同様に、レシピエントとして未感染のクローンギンブナ S3n(平均体重= 8.8 g、
平均体長= 62.6 mm)使用し、 準備した6種類のドナー細胞(コントロールドナーの全白血
球、耐過魚の全白血球、耐過魚の CD8+白血球、耐過魚の CD8-白血球、耐過魚の IgM+
白血球、耐過魚の IgM-白血球)を腹腔内注射により移植した。各ドナー細胞につき9尾
のレシピエントを使用し、レシピエント1尾あたり0.1 ml のドナー細胞浮遊液を腹腔内
移植した。コントロールドナーと耐過魚の白血球は1.8×106 cells/fish で移植し、CD8ま
たは IgM のネガティブフラクションは1.8または1.6×106 cells/fishで移植し、CD8または
IgM のポジティブフラクションは1.8または3.9×104 cells/fish で移植を行った(Table 2)。
移植の翌日、M199で10-4希釈した CyHV-2液(100.8TCID50/ml)を0.05 ml ずつレシピエント
に腹腔内接種し、死亡を観察した。レシピエントの試験区の名前は、コントロールド
ナー白血球を移植し感染させる試験区を Donor control unsort Recipient infected(D:cont-
unsort R:infect)、耐過魚白血球を移植し感染させる試験区を Donor survivor unsort 
Recipient infected (D:sur-unsort R:infect)、D:sur-CD8+ R:infect、D:sur-CD8- R:infect、D:sur-
IgM+ R:infect、D:sur-IgM- R:infectとした。また、移植した白血球がレシピエントに与え
る影響を確認するために、コントロールドナーおよび耐過魚の白血球を4尾ずつのレシ
ピエントに移植し、その翌日に M199 を0.05 ml ずつ腹腔内接種する試験区を設けた
(D:sur-unsort R:M199、D:cont-unsort R:M199)。本試験では第一節で設けた試験区に加え
て D:cont-unsort R:M199の試験区も加えた(以上、Table 3-2-1に記載)。また、本試験では
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サンプリングは行わず、死亡を観察するのみとした。死亡魚は取り上げ、mAb 3D3を用
いた体腎スタンプ標本の蛍光抗体染色により CyHV-2による死亡であることを確認した。 
 
培養細胞によるドナー白血球の感染性の評価 
 ドナー白血球が感染性ウイルスを保持しているのかどうかを確認するために、分離
した耐過魚およびコントロールドナーの白血球を1×105 cells 分取し、PBS を添加した
1ml の M199または L15に浮遊し25ºC で1時間インキュベートした。その後、前日に6 
well プレートに継代しておいた RyuF-2細胞と CFS 細胞にアプライし、25ºC で10日間
インキュベートし、細胞変性効果(Cytopathic effect=CPE)を観察した。 
 
第二項 結果 
 
昇温治療による CyHV-2耐過ギンブナ(ドナー)の作製 
 昇温処理中に7尾のギンブナが死亡し、15尾中8尾のギンブナが生残した。この8尾の
頭腎体腎を使用してドナー白血球の分離を行った。 
 
ドナー白血球の分離 
 耐過魚8尾の頭腎と体腎から2.3×108 cells の白血球を回収した。コントロールドナー
3尾の頭腎体腎からは8×107 cells の白血球を回収した。回収した耐過魚白血球のうち
2.7×107 cells を D:sur-unsort 用に分取し、残りの細胞は(1×108 cells)ずつに分け、
2C3もしくは B12と反応させた。その後の MACS 分離の結果、CD8ポジティブの細胞
は1.8×105 cells、CD8ネガティブの細胞は1.8×107 cells、IgM ポジティブの細胞は3.9
×105 cells、IgM ネガティブの細胞は1.6×107 cells 回収することができた。フローサ
イトメトリーによる解析結果より、コントロールドナー白血球中の CD8陽性細胞また
は IgM 陽性細胞の割合はそれぞれ0.54% 、2.75%であることが分かった。また、耐過
魚白血球については、CD8陽性細胞が0.63%、IgM 陽性細胞が3.33%だった。MACS で
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分類した CD8もしくは IgM ネガティブフラクション中の FITC シグナルの陽性細胞は
サンプル中の0.04%、0.09%だった。MACS で分類した CD8もしくは IgM のポジティ
ブフラクションの純度は、フローサイトメトリー解析によると59.9%、19.72%だった
(Table 3-2-2)。 
  
ドナー白血球の移植およびレシピエントへの感染試験 
 耐過魚またはコントロールドナーの白血球を移植後、M199を接種したレシピエント
は死亡率が0％だった。しかし、白血球を移植後ウイルス感染させたレシピエントはす
べて死亡した(Fig. 3-2-1)。第一節での試験と同様に、耐過魚の全白血球を移植したこと
によるレシピエントの死亡抑制効果は確認できなかった。mAb 3D3を用いた死亡魚の体
腎スタンプ標本の蛍光抗体染色によると、全ての試験区の死亡魚はウイルス陽性とな
り、CyHV-2による死亡であることが確認できた。 
 
培養細胞によるドナー白血球の感染性の評価 
 耐過魚およびコントロールドナーの白血球を RyuF-2細胞および CFS 細胞に接種した
結果、CPEは生じなかった。 
 
第三項 考察 
 
 レシピエントに白血球を移植後、M199を接種した試験区は1尾も死亡しなかったこと
から、移植した耐過魚白血球にウイルスが付着していなかったということが明らかに
なった。これは、ドナーの再攻撃後に、ウイルス増殖が抑制される34ºC や30ºC(Shibata 
et al. 2015)で14日間の昇温飼育を行った間に体腎内に存在していたウイルスが排除され
たと考えられる。 
 レシピエントの感染試験の結果より、耐過魚白血球による宿主の死亡抑制を確認す
ることはできなかった。本試験では100%致死濃度でレシピエントへの攻撃が行われた
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ため耐過魚白血球による死亡抑制効果は確認できなかったが、LD50で攻撃を行えば移
植による死亡抑制効果が確認できた可能性がある。しかし、ウイルス攻撃に対して抵
抗性を示していた魚体の白血球をレシピエントに移植しても、宿主を守る免疫効果は
誘導されなかった。LD50を用いた再試験は必要だが、本試験の結果からは白血球を移
植したのみでは宿主を CyHV-2の感染から防御することができず、細胞性免疫は CyHV-
2に対する獲得免疫において最も重要なものではないと予測された。 
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Table and Figure 
Table 3-2-1 レシピエントの試験区および移植細胞数 
試験区 
移植細胞 レシピエント 
移植細胞 細胞数(cells/fish) IP接種 n 
D:cont-unsort R:infect control-unsort 1.86×106 CyHV-2 9 
D:cont-unsort R:M199  1.86×106 M199 4 
D:sur-unsort R:infect survivor-unsort 1.86×106 CyHV-2 9 
D:sur-unsort R:M199  1.86×106 M199 4 
D:sur-CD8+ R:infect survivor-CD8+ 2.4×104 CyHV-2 9 
D:sur-CD8- R:infect survivor-CD8- 1.42×106 CyHV-2 9 
D:sur-IgM+ R:infect survivor-IgM+ 4.9×104 CyHV-2 9 
D:sur-IgM- R:infect survivor-IgM- 1.65×106 CyHV-2 9 
 
Table 3-2-2 ドナー細胞を分離・MACS・染色後のフローサイトメトリーによる解析結果 
donor MACS 
フローサイトメトリーによる解析 
1 次抗体 FITC陽性細胞数/総生細胞数×100 
control unsort なし 0.00% 
  2C3(CD8) 0.54% 
  B12(IgM) 2.75% 
survivor unsort 2C3(CD8) 0.63% 
  B12(IgM) 3.33% 
 CD8+ 2C3(CD8) 59.90% 
 CD8- 2C3(CD8) 0.04% 
 IgM+ B12(IgM) 19.72% 
  IgM- B12(IgM) 0.09% 
 
 
Figure 3-2-1 レシピエント感染試験の死亡率  
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総括 
 
第二章より、CyHV-2に対する防御機構には中和抗体および anti-CyHV-2抗体の産生が
獲得免疫において重要であると示唆された。また、第三章において耐過魚白血球の移
植によりレシピエントの死亡を抑制できなかったことから、細胞性免疫は CyHV-2に対
する獲得免疫機構の主体ではないことが示唆された。以上より、細胞性免疫よりも液
性免疫の方が CyHV-2に対する獲得免疫機構として重要であると考えられる。今後、中
和抗体が認識するウイルスタンパク質を特定することで、コンポーネントワクチンや
DNAワクチン開発への期待が高まる。 
Somamoto らは CHNV 感染耐過魚の白血球の細胞傷害活性を解析し、Cytotoxic T 
Lymphocytes (CTL)を除外した末梢血白血球群が CTL を含む末梢血白血球群よりも高い
細胞傷害活性を示すことを明らかにした。これにより CTL よりも単球などの免疫担当
細胞の方がウイルス感染細胞に対して強く反応していたことが示唆された(Somamoto et 
al. 2013)。このように絶対数の多い単球や好中球などの免疫担当細胞がウイルス感染細
胞を効果的に排除する場合もある。第2章では、anti-CyHV-2抗体が獲得免疫に関与して
いると考えられた。したがって CyHV-2の場合  anti-CyHV-2抗体がオプソニンとなるこ
とで免疫担当細胞の細胞傷害活性が高まり、CyHV-2感染した宿主の死亡を抑制し、そ
れが獲得免疫として強く働く免疫応答になる可能性がある。したがって今後、anti-
CyHV-2抗体と一緒に白血球の移植試験を行なうなどして、抗体存在下での免疫担当細
胞の反応を解析するべきだと考えられる。 
CyHV-2感染による被害を軽減するためにも、どのような免疫を誘導すれば HVHN に
対してより強い免疫を獲得するのかを解明することは重要である。第二章で行った試
験では昇温治療によって誘導される獲得免疫応答が中和抗体や anti-CyHV-2抗体、細胞
性免疫など個体よって異なることが明らかになった。したがって安定的に強い免疫を
誘導できるワクチンの開発や新たな昇温プログラムの開発が重要であると考えられる。 
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